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Cbp te r  1 discusses the most common characteristics of long QT syndrome {LQTS). 
This syndrome is responsible for the majority of unexplain~ed sudden deaths without 
any recognisable heart disease. The "beating" of a heart is set in motion by a series of 
electrical impulses that make the heart muscle contract, pumlp the blood through the 
body? alnd supply it with oxygen. In LQTS patients, the balance between these 
electrical impulses can be suddenly disrupted, which may trigger an uncoordinated 
hleart rhythm. The result is a shoritage of oxygen which can lead to  sudden loss of 
consciousness or, when sustained, t o  sudden death. The syndrome is named after the 
distance between two clharacteristic waveforms visible on an ECC, respectively tlhe 
QRT-complex and the T-wave. In the majority of LQTS patients this distance is too 
llong, resulting in a heartbeat recovery time that is too small t o  initiate the next one. 
The chapter describes how ionic cw~rrents through ion channels in the cell mlernbrane 
of ventricwlar cells are responsible folr the balance in the electrical impulres. LQfS i s  
caused by mutations in genes encoding the ion channels and i s  geneticallly inherited. 
The genes that have been identified so far are potassium channel genes IECCSJQJ, 
K'CNHZ and modulating p-su~bunits KCMET and KCNEZ, and sodium channel gene 
TCN5A. The function of the genes is discussed, including the functionall effects of 
mutations in these genes. The second part of the introduction deals with acquired 
LQTS, a form of LQTS caulsed by drug inltake. All the different drug classes and sorn~e 
additional risk factors that can contribute to  acquired LQT5 are discussed. 
Chapter 2 describes the detection and functional characterisation of a novel missense 
mutation in the iKCNH2 gene that was detected in a LQTS family. This mutation1 
causes trafficking deficiency of the HERC protein to the cell membrane, where it 
should "Function as an ion chan~nel. The trafficking deficiency could be restored by 
lower incubation temperatures or by incubation with chemicall chaperan~es, 
Tetrimerisation af wild type subunits with mutant subunits was notpossible at 37% 
resulting in 50% non-fw~nctiona~l channels (hapllo-insufficiency) but no dlominant 
negative effect. 
Cb2pte1 3 describes a LQTS pa~tient with two different missense mutations in two 
different LQTS genes. The first detected mutation (A572D, SCNSA) could not explain 
the LQT5 symptoms, as this mutation was inherited from the mate~rnal side of the 
famlily, while LQTS characteristics were only observed at the paternal side. Further 
screening of other LQTS genes Icd to the detection of a mlssense mutation In another 
gene (X254 M, K C N Q I )  that could explain the LQTS characteristics in family members 
from the paternal side. The observation 'that a LQTS pa~tient can carry more than one 
mutation, each with a separate contributian to the phenotype, indicates the 
importance of a thorough screening of a01 LQTS genes. 
Cba_ptx4 describes two large LQTS families, each with a different mutation that was 
identified in the KCPjrH2 gen~e, respectively E698X and P872fs877. Both mutations lead 
to  premature stop codons resulting in truncated HERC proteins. Only the HERC 
P872fs877 truncated prot~ein was expressed; the HER6 E698X protein was hardly 
detectable. The P872f5877 HERC protein was functiolnal although transport of the 
protein to the cell membrane was disrupted by partial retention of the proteins in the 
endoplasmic reticulu~m. The kinetics of homo-multimeric HERC P872fs8JS were 
comparable to wild type homo-multimers. However, with formation of hetero- 
multimers, kinetic differen~ces as compared to wild type kinetics were observed. In 
surnmav, the E698X mutation leads to 50% ha~plo-insufficiency and the P872f5877 
mutation leads to partial hapla-insufficiency combined with a kinetically dominant 
negative effectan channel function. 
tZhgpjgr 5 illustrates the connection between the congen~tal LQTS and acquired LQTS 
by genetic screenling of a healthy volunteer participating in a clinical trial. The 
volunteer was screened for mutations in all LQTS genes because of an observed 
prolongation of the QT-interval in response to drug treatm~ent. A muta~tion in the 
KCNMZ gene (Y667X) was identified t~hat was inherited from the maternal side. Bath 
lmother a~nd son ha~d a baseline prolongation of the QT-interval, althaugh both were 
asymptomatic. This study shows that the percentage of congenital LQTS patients in 
the general population i s  underestimated, and that especially these asyrnptoma~tic, 
unidentified LQTS patients may be vulnerable to the dleveloprnent of arrhythmia by 
drug intake. 
Cbapjer 6 describes the search for a genetic ba~ckground in variable CYP3A5 expression. 
Bath the CYP3A4 and CYP3A5 proteins are responsible for the metabolism of many endo- 
and exogenolus compounds a~nd show substantial overlapping substrate specificity. Many 
drugs that might induce acquired LQTS are rnetabolised by these enzymes. Human CYP3A5 
expressio~n in the liver is highlyvariable: CYP365 expression can be detected in only 10-30% 
of Calucasians. We identified two polyrncsrphisms in the promlater region of the CYP3A5Pl 
gene that were in linkage disequilib~riwm. The less frequent allele was associated with high 
expression levells of CYP3A5 mRNb and protein in the liver. The Caucasian population 
frequency of this alllele was 18%, in line with the percen~tage in the population that shows 
high CYP3A5 expression. The observations of chapter 5 and 6 ware investigated in a1 
population of 32 acquired LQT5 patients (Chagtgr-2). Only a minority of these patien~ts (6x1 
was ca~rrier of a mutation in one of the congenital LQTS gen~es. The patients in which 
arrhyrthrnia were provoked by a CYP3A4/5 substrate were all carrier of the CYP3Ai591 
genotylpe predictive of low CYP3A5 expression. Although statistical signifisan~ce needs to be 
explored in a larger acquired LQTS population, one fa~dor that influences the risk for 
acqw~ired LQTS might be an impaired ability of CYP3A5 metabolism. 
In summary, all the olbsewations from prewllous chapters are discussed in chapter &. The 
added value but also shortcomings of genetic screening in congenital and acquired LQTS 
are dliscussed as well as the n~ovel insights into the functional consequences of identified 
mutations. The chalpter is  concluded with possible future steps in the better understanding 
of several features characteristic folr both congelnital and acquired LQTS syndrome. 
De voornaamste karakteristieken van het verlengde QT-interval syndroom (LQTS) 
worden besproken in Hoofdstuk l. Deze aalndoeninlg is verantwoordelijk voor het 
grootste percentage aan plotseling overlijden zonder verdere aantoonbare 
hartproblemen. Het "k loppen 'ban het hart wordt veroorzaakt door een 
aaneenschakeling wan slpecifieke electrische impulsen die de hlartspier doen 
samentrekken, het bloed rondpompt eln hiermee het lichaam van zuurstoiFvoorziet. Bi j  
LQTS patienten kan de coardinatie tussen deze elect~rische impulsen verstoord raken, 
waardoor een ongecontroleerd hartritme on~tstaat. Wet gevolg i s  eeii tekort aan 
zuurstof dat kan leiden tot bewuistelaosheid en eventueel ook tot  overlijden. Een 
typisch kenmerk van deze aandoening i s  de verlengde afstand tussen het QR5- 
complex en de T-golf op een electrocardiograrn. Door deze verlenging i s  bij de meeste 
LUS patienten de tijdsduu~r van hartslagen dusdanig lang dat de benodigde, 
tussenliggende herstelperiode in het gedrang komt. Hoofdstuk 1 beschrijft dat 
ionenkanalen in de celmembIraan van ventriculaire hartcellen verantwoordelijk zijn 
voor de electrische impulsbalansen. Congenitale LQTS i s  een erfelijke aandoening die 
wordt veroorzaakt door mutaties in genen die coderen voor deze ionenkanalen. De 
genen die tot nu toe zijn geïmpliceerd in congenitale LQTS, zijn de kaliurnkanalen 
KCMQZ, KCNH2 en hun bijbehorende, modulere~nde p-subeenheden KCME1 en KCNE.2, 
en het natrium~kanaa~l SCFUSA. De functie van deze genen wordt besproken, alsaolk de 
functionele effecten die mutaties in de genen to t  gevolg kunnen hebben. Het tweede 
deel1 van de inleiding bespreekt de verworven vorm van LUS. Er wordt een overzic~ht 
gegeven van dle verschillende medicijnklassen die deze vorm kunnen veroorzaken en 
een aalntal belangrijke additionele risicofactoren. Hoofdstuk Z wordt afgesloten met 
een overzicht van de doelstellingen van dit praefsch~rift. 
Hoofdstuk - 2 beschrijft de detectie en functionele karakterisatie van een nieuwe 
mutatie in het KCNH.2 gen die werd gedetecteerd in een LQTS tamlilie. Deze inutatie 
verhindert een normaal transport van liet eiwit (HERG) n~aalr de celmembraan, waar 
het zijn fundie als ione~nkanaal die~nt te vervulle~n. Di l  transportprobleem kan 
gecorrigeerd worden door de omgevingstemperatuur te verlagen of door chemische 
stoffen aan het eiwit te binden. Omdat tetrimerisatie van wild type met gemuteerde 
subeenheden niet mogelijk was op 3i7"C, is de helft van het totaal aantal kanallen niet 
functioneel (h~aploinsufficientîe) en kaIn men niet spreken van een dominant negatief 
effect. 
H~~ofdstuk 3 beschrijft een LQTS patient waarin twee missense mutaties in twee 
verschillende LQTS genen werden gevonden. De eerst gevonden missense mutatie 
(A572D, SCdl5A) kon geen verklaring geven voor de LQTS symptomen omdat die werd 
overgeGrfd langs de ma~tern~a~le tak van de familie terwijl LQTS karateristieken alleen in 
de paternalle tak voorkwamen. Door verdere screening vain andere LQTS genen werd 
een tweede missense mutatie gevonden in een ander gen (V254M, K C N Q I ) ,  die de 
LQPS karakteristieken !n de familieleden langs paternale kant wél kon verkllaren. De 
observatie da~t een L 1 5  pat ientmeer dan é6n rnutat~e kan diragen, elk met een 
verschillende pafiagenie bijdrage t o t  het fenotype, geeft he.t belang van een goede 
strategie woor grondige screening van alle gekende LQTS genen aan. 
~oo.Pdc;tuk 4 beschijft twee grote LQTS families waarin een cau~sale mutatie werd 
gevonden in  het KCNH.2 gen woor elke familie, respectievellijk E698X en P872fs877. 
Beide mutaties leiden t o t  een prematuur stopcodon waardoor een gedeelte van het C- 
terminale eindstuik van het eiwit ontbreekt. Enkel het P1872fs877 gemuteerde HERG 
eiwit kwam tot  expressie, terwij l  het E698X I-IERG eiwit nauwelijks aantoonbaar was. 
Het P872fs87 J HERC eiwit was functioneel, maar het transporit naar de celmembraan 
bleek verstoord door een gedeeltelijke retentie in het e~ndoplasmatisch reticulum. De 
kinetiek wan iP8~~ f s877  mutante homo-multimerern was vergelijkbaar met wild type 
homo-multimeren, maar bij de worming van hetero-multimere kanalen ontsta~an 
kinetische werschilllen ten opzichte valn wild type kalnallen. Mutati~e E698X geeft dus 
aanleiding to t  50% haploinsufficilëntie, mutatie P872fs8JS resulteert in 
haploin~sufficiëntie gec~~rnbineerd met een kinetisch dominant negatief effect. 
Hggfdstuk 5 illustreert de link tussen congenitale en verworven LQTS. Wiet genomische 
DNA van een gezonde vrijwilliger, die deelnam aan een klinische studie, werd 
gessreened voor mutaties in LQTS genen vanwege een verlenging van het QT interval 
die werd geobserveerd als respons op de toediening wan medicat!e. Een K N H 2  
nonsense mutatie (Y667X) werd gevonden, die was overgeërfd valn zijn moeder. In 
beide familieled~en bleek het QT interval verlengd, maar verder waren beiden 
asymptomatisch. Deze studie toolnt aan dat de Frequentie van congenitaal LQTS in de 
nlo~rmalle bevolking mogelijkerwijs onderschat wordt en dalt de asyrnptomatische LQTS 
patienten meer gevoelig kunnen zijn voor het ontstaan van ritm~estoornissen door 
medicatie. 
In Hoofdstuk 6 werd gezocht naar een genetische achtergrond van variabele CYP3AS 
expressie. De CXP3PI4 en CYP3A5 eiwitten zijn betrokken in het metabolisme van vele 
endo- en exogene stoffen, en vertonen qua substraatspecifilciteit veel overlap. Een 
groot deel van de medicijnen die verworven Lw5 kunnen veroorzaken worden door 
deze enzymen afgebroken. De expressie van CYP3A5 i s  zeer variabel: in slechts 10-30% 
wan die Caucasisckie populatie kan CYP3AS expressie worden aangetoond in  de lever. 
Dasr middel van mutat~escreening ontdekten we twee DNA polymorfismen in de 
promotor regio van het CYP-SASPI geln, die in Iinkage desequilibrium zijnl. Het minst 
freqluentc allel van deze polymorfismen i s  geassocieerd met een hogere, hepatische 
expressie van CYP3A5 mRNA en eiwit. De Cawcasische populatiefrequentie van di t  
allel bedroeg I$%, i n  lijn met  hlet percentage wan de populatie dat hogere í'YP3b.5 
expressie vertoont. 
In Hoofdst- 7 werden de bevi~ndingen van hoofdlstuk 5 en 6 i~n een groep van 32 
patienten met verworven LQTS getest. Slechts een klein percentage (6%) van deze 
patienten blijkt drager van een overgeerfde mutatie i~n een LQTS gen. De patienten 
waarin LQT5 was geinduceerd door een CYP3A4/CYP3A5 substraat bezaten allen een 
CYP3A5P1 genotype dat  is geassocieerd m e t  eeln lagelre CYP3A5 expressie. Dere 
observatie dilent in dle toekomst in  een grotere patiGntea-igroep bekeken t e  warden om 
de statistische relevantie t e  kunnen berekenen. 
Tenslotte wordien dle bevindingen van de voorgaande hoofdstukken bediscw~ssieerd in 
Hoofdstuk 8. De toegevoegde waarde, maar ooik de beperkingen, van 
-- -. - -- - - - 
mutatiescreening wan LQTS genes i n  congenitaal en  verworven LQTT patienten word t  
besproken, alsook de nieuwe inzichten i n  de functionele consequenties van de 
gevanclen mutaties. Tenslotte worde~n mogelijkheden voorgesteld vaor verder 
onde~rzoek in beide wormen van LQTS, dle kunnen leiden t o t  een verbeterd inzicht in de 
aandoeningen en  efficiëntere therapieien. 
